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Monoklonaler Antikorper gegen Pseudomonas aeruginosa, seine Herstellung und Verwendung 

Die Erfindung betrifft einen monoklonaien Antikorper (mAK). der mit alien bislier bekannten 19 
Pseudomonas aenjginosa-Serotypen kreuzreagiert. Oieser Antikorper kann als Diagnostikunn, ais Wirkstoff 
Oder als Wirkstofftrager eingesetzt werden. 

Pseudonnonas aeruginosa ist ein opportunistisches, gramnegatives. pathogenes Bakterium. Es kann 

5 lebensbedrohliche Krankheiten verursachen, z. B. Pneumonie bel Patienten mit zystischer Fibrose oder 
Septikamie bei Patienten mit Brandverletzungen bzw. Knochen- oder Hamwegsinfektionen. Die Therapie 
von durch Pseudomonas aeruginosa verursachten Erkrankungen mittels Antibiotika ist durch sein Resistenz- 
muster schwierig und oft erfolglos. Oeshalb richtete sich die Aufmerksamkeit bei der Infektionsbekampfung 
auf Immunprophylaxe und Immuntlierapie. Schutz gegen aile 19 Serotypen von Pseudomonas aeruginosa 

ro ergab eine Mischung von gereinigten auJSeren Mem bran proteinen (OMP) F. H2 und I (von Specht et al. 
(1987) Infection 15. 408 - 412). Bei der o.g. Untersuchung wurden aus immunisierten Mausen Lymphozyten 
(sciiert und in bekannter Weise mit NS-1 Myelomzellen (Kearny et al. (1979). J. Immunology, 123. 4. 1548 
-1550) fusioniert. Aus etwa 500 erhaltenen Hybridomen wurde ein mAK - im folgenden mAK 6A4 bezeichnet 
-ausgewahit, der die nachfolgend aufgezahlten vorteilhaften Eigenschaften besitzt: 

rs - Starke und einheitliche Reaktion mit alien 19 Pseudomonas aeruginosa Serotypen 

- positiver Cig Blndungstest 

- schCtzend bei Belastungsinfektion von Mausen mit Pseudomonas aeruginosa. 

Zusatzlicii wurde die cDNA bestimmt (siehe Beispieie, Tab. 1 und Tab. 2). En humaner mAK kann nun 
erhalten werden, indem die konstanten Genbereiche des Mausantikorpers durcli die entsprechenden 
20 humanen Sequenzen ersetzt werden. Die Expression dieser "humanisierten" Antikdrpersequenz in eukaryo- 
tischen Zellen, zum Beispiel CHO-Zelten oder Hefen, liefert den entsprechenden humanen mAK. der fur 
diagrostische Zwecke. fur Prophylaxe und Therapie eingesetzt werden kann. 

Die Erfindung betrifft folglich 

a) gereinigte und Isollerte DNA-Sequenzen, die fur mAK 6A4 kodieren oder Teile davon. einschlleC- 
25 llch ihrer Transkriptionsprodukte. sowie die entsprechende Kombination der "humanisierten" Sequenzen. 

b) diese Sequenzen ganz oder teilwetse enthaltende ONA-Strukturen und Vektoren, 

c) mit solcher DNA transformierte pro- oder eukaryotische Zelien, 

d) die von diesen Zelien aufgrund der Transformation exprimierten Polypeptide oder Telle davon, 

e) deren Aminosauresequenzen, 

30 f) Diagnostika, Prophylaktika oder Therapeutika, die Peptide oder Aminosauresequenzen von (e) 

alleine oder in Kombination enthalten, 

g) ein Verfahren zur gentechnischen Herstellung der unter (d) genannten Polypeptide Oder Tellen 

davon, 

n) sowie das Epitop, an das Antikorper kodiert von Sequenzen unter (a) binden. 

35 

Weitere Ausgestaltungen der Erfindung sind in den nachfolgenden Beispielen, Tabellen und den 
PatertansprOchen aufgefuhrt. 



-io Betspiel 1: Herstellung des mAK 6A4 



1a> Reinigung der zur Immunisierung zu verwendenden au/Jeren Membranproteine OMP F. H2 und I von 
Pseudomonas aeruginosa Serotyp 1 2 

45 

OMP F, H2 und I wurden wie von T, MIzuno und M. Kageyama in J. Biochem. 84, 179-258 (1978) 
beschrieben aus Pseudomonas aeruginosa Serotyp 12 gereinigt Demgema/3 wurden die Zelien in der 
spaten Log-Phase geerntet, durch Ultraschallbehandlung aufgebrochen und die Zellmembranen durch 
einstundige Zentrifugation bei 1 00 000 g gesammelt. Die Zellmembranen wurden schrittweise mit 2% SDS. 
50 10% Glycerin und 2% SDS und schliefllich 0.1 M NaCI extrahiert. Die ubriggebiiebene unlosliche Fraktton 
enthait hauptsachlich OMP F. OMP H2 und etwas OMP I. 



lb) Immunisierung von Balb/c Mausen mit OMP F, H2 und i 



2 
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Zur Immunisierung erhielt jede Maus 50 ug gereinigte OMR's (80 ul) in einer Suspension mit 20 ug Al- 
(0H)3 i.p, an Tag 1. was mit derselben Dosis an Tag 14 und Tag 21 wiederholt wurde. Nach weiteren 4 
Wochen wurde nochmais geboostert (gleiche Dosis) und nach anschlie0end 3 Tagen die Milzen entnom- 
men. 

5 

1c) Zeiifusion 

Bei der Zetlfusion wurde tm wesentiichen nach der Methode von G. Kohler und C. Milstein, Eur. J. 

10 Immunol. 6, 511 - 519 (1976) vorgegangen. Etwa 1x10^ Milzzeiien prapariert aus den entnommenen Miizen 
von (lb) wurden mit 5 x 10^ NS-1 Myeiomzellen (Keamy et a).. a.a.O., kommerziell erhaltlich von der 
American Type Culture Collection uber ATCC Nr. TIB 18) in 2ml 50% Polyethytenglycol 1500 (Serva. 
Heidelberg) fusioniert. Nach der Fusion wurden die Zellen mit 1 x 10^ /ml normaien Milzzeiien in Duibeccos 
modifiziertem Minimalmedium (MEM) auspiattiert. das Hypoxanthin, Aminopterin und Thymidin (HAT) 

IS enthalt. Antikorper-Produktion wurde durch den nachfolgend beschriebenen Enzyme-linked-lmmuno-sorbent 
Assay (ELISA) gepruft und Klone von Interesse wurden durch Ausverdunnen gewonnen. 



1d) ELISA zum Nachweis von Antikorper-sezernierenden Klonen 

20 

Mit Hilfe eines direkten ELISA'S wurde bestlmmt, ob und in weichem Umfang die verschiedenen mAK 
an das Antigen binden. 

Mikrotiterplatten der Rrma Dynatech. Plochingen. aus Polyvinylchlorid. mit 96 Vertiefungen, wurden mit 
100a! Pseudomonas aeruginosa Sonikat (s.u., 1 : 200 verdunnt mit PBS = 4.5ug/ml) des Serotyps 12 
25 beschichtet und tiber Nacht bei 4' C inkubiert. Danach wurden die Platten dreimal ge waschen und 1 
Stunde bei 37* C mit in PBS verdunntem bovinem Serumalbumin abgesattigt. Nach emeutem Waschen 
wurden die Vertiefungen mit Foiie abgedeckt und die Ptatten bis zur Verwendung bei minus 20 C 
aufbewahrt. 

FOr jeden zu testenden Klon wurden (von einer togarithmischen Verdunnungsreihe 1 : 2. 1 : 4. 1 ; 8, 1 : 
30 16...,) jeweils SOul Ascites (als Doppelproben) einpipettiert. 

Als positive Kontroiie diente polyklonales Mausseaim von mit den Membranproteinen aktiv immunisier- 
ten und 4-fach geboosterten M3usen (1 : 100. 1 : 1000, 1 : 10 000). Als negatives Kontrollserum wurde das 
Serum nicht immunisierter Mause ven/vendet. 

Als Verdunnungsmedium diente PBS (phosphate buffered saline). Nach einstundiger Inkubation der 
35 Platte bei 37*0 und dreimaligem Waschen wurden SOul Peroxydase konjugiertes Anti-Maus-F(ab)2 in der 
Verdunnung 1 : 500 zugegeben. 

Nach emeuter einstundiger Inkubation bei 37* C und dreimaligem Waschen wurden SOul des Substrats 
o-Phenylendiamin (0.2% OPD. 0.015 % H2O2) zugegeben. Aile ELISA-Reagenzien stammten aus dem NEI- 
501 Kit der Fa. NEN New England Nuclear. Dreieich, 
40 Nach weiterem dreifligminutigem Inkubieren wurde die Reaktion mit 50ai 4,5M H2SO4 gestoppt und die 
Extinktion bei 450nm mit einem ELISA-Auswertgerat MR 580 der Rrma Dynatech bestimmt Positive Klone 
zeigten eine Extinktion i 0,2 00. 

Aus 7 Klonen der engeren Wahi wurde der Klon, der mAK 6A4 sekretiert, fur die anschite/Jenden 
Untersuchungen ausgewahlt. weil mAK 6A4 die auf S. 2 geschilderten Vorteile besitzt und zusatzlich stark 
45 sekretiert wird (etwa 1% der gamma-Globulin-Fraktion in Ascites-Flussigkeit besteht aus mAK 6A4). mAK 
6A4 gehort zur lgG2a Klasse und reagiert mit OMP 1. 



Sonikatherstellung: 



50 



Die Bakterien des Serotyps 0-12 wurden in Trypticase-Soy-Boullion angezuchtet. Dann wurden sie 3x 
gewaschen und In Natrium-Chlorid-Puffer resuspendiert. Die Suspension wurde 3x5 Minuten (mit je 2 

Minuten Abstand) beschallt. „ . ^ w- 

Nach emeutem Zentrifugieren (Ix mit 5000 U/MinyiO Minuten) wurde der Uberstand portjoniert und bis 
55 zur Verwendung bei minus 20 'C gelagert. Die Proteinkonzentration betrug bei den beschichteten Platten 
4,5ug / Vertiefung. 



3 



EP 0 338 395 A2 



Beispiei 2: Isolierung und Sequenzierung der fur die variablen Bereiche kodierenden cDNA von mAK 6A4 



2a) cDNA Isolierung 

5 

6A4-Hybridom2ellen wurden aus Ascites-Flussigkett durch Zentrifugation (10 Min. bet 1500 g und 4'C) 
abgetrennt Daraus wurde nach H. Domdey et al., Cell 39, 611-621 (1984) die Poly (A)* RNA gewonnen. 
cONA wurde ausgehend von I5ug Poly (A)* RNA mit einem kommerziell erhaltlichen cONA-Synthese Kit 
(Fa. Amersham) synthetisiert. Die doppelstrangige, glattendige cDNA wurde mittels des von Fa. NEN New 

TO England Nuclear erhaltlichen Klonierungs Kits mit einzelstrangigen Oligo-dC-Enden versehen und mit 
entsprechend Oligo-dG-endigem Plasmid p8R322 anneltiert. Nach Transformation (Hanahan, D. (1983) J. 
Mol. BloL 166. 557-580) von kompetenten Ecoli K12 Stamm JM 109 Zellen (Yanisch - Perron C. et al.,- 
(1985) Gene 33, 103-119) wurden etwa 12 000 Transformanten erhalten, die mit ^P-endmarkiertem 
Oligonukieotid 5'-CAGGCATCCTAGAGTCAC-3' (I) zum Nachweis von Klonen, die cDNA der schweren 

;5 Kette von Subgruppe II B enthaiten, hybridisiert wurden. Ebenso wurde das mit ^^p-Qeoxynukieotidtri- 
phosohaten "nicktranslatierte'* 2 850 Basenpaare (bp) grofle Hind Ill-Bam HI Fragment (II) des Plasmids CI 
(W.O. Weischert et al.. (1982) Nucleic Acids Res. 10. 3627-3645) zur Hybridisierung verwendet (I) stammt 
aus der Region des lgG2a^-AIIels in der Maus (Schwere Kette). (II) kodiert fur die Kappa- konstante Region 
(Leichte Kette). Die Hybridisierungen wurden wie bei D. Woods, Focus 6, 1-2 (1984) beschrieben 

20 durchgefuhrt. Etwa 4.2% bzw. 1.6% der Kolonien reagierten positiv mit den kappa- bzw. gamma- 
spezifischen Sonden. 



2b) cDNA-Sequenzierung 

23 

Aus den oben gewonnenen Plasmid-enthaltenden Kolonien wurden solche ausgesucht, die vermutlich 
komplette cONA'S der leichten bzw. schweren Kette enttiielten. Die !nsert-ONA der Plasmide pULS 
(enthaltend die cONA der leichten Kette) und p BH7 (enthaltend die cDNA der schweren Kette) wurden 
nach Standardmethode sequenziert (F. Sanger et al. (1977) Proc. Natl. Acad. Sci USA 74, 5463-5467), 

30 modifiziert wie beschrieben durch E.Y. Chen und P. Seeburg, DNA 4, 165-170 (1985). Die Nukleotidsequen- 
zen der jeweiligen variablen Regionen sind in Tab. 1 (leichte Kette) und Tab. 2 (schwere Kette) angegeben. 
Fur die konstanten Regionen sind die jeweiligen Nukieotidsequenzen - nicht mehr in den Tabellen 
angegeben - identisch mit den aus der Literatur bekannnten (gamma-Kette: Schreier et al..(1981) Proc. Natl. 
Acad. Sci USA 78. 4495"4499: Kappa-Kette: P.H. Hamlyn et al. (1981) Nucleic Acids Res. 9, 4485-4494). 

35 Die Gesamtlange der kodierenden Regionen betragt fur die leichte Kette 717 bp und fur die schwere Kette 
1407 bp. wobei die ersten 20 Aminosauren der leichten Kette das "Leader-Peptid" darsteilen. so daj3 die 
reife leichte Kette 259 Aminosauren lang ist. Die schwere Kette besitzt ein "Leader-Peptid" von 19 
Aminosauren, demzufolge das reife Molekul 450 Aminosauren lang ist. 

40 
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Tab. 1 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



• H 3 • 






8^ u 


H « 


d 


U 


W V 


CJ mi 


<j 


0^ 








u 


f *l 

w c 




u 


4; 


- 

3 S 




H 






o c 


CJ 




^ u» 








w v 


o o 














CJ ^ 


• ^ * 


d 




vj (u 


o < 








o c 


CJ 




^ cn 




ti 


<u 


^ >s 


CJ CJ 








CJ 






CJ 4; 


c 




CJ PS 




> 


6^ W 


< - 








VI 




-H 


CJ 4] 










f ^ 1_1 


d 




CJ ij 




< 




Cm 4] 




CJ 




i X 


( 0 1 


CJ 




^ w 




CJ 




CJ <c 




c 


CJ 


«< 








0 ^ 




CJ 


>i ■ 




jC 


&^ 


a 


CJ > 




CJ 




CJ tn 


CJ 


<J 




^ >^ 






6- 


2 ^ 






> 


CJ 3 


•0 


CJ 




<t 




(J a 


CJ CJ 


CJ 




u 


< > 


0 


u 




CJ ^ 


w 


t! ^ 


CJ CJ 


< 




^ to 


-a 






0 


< 


CJ 


> . 


C3 




0 


a 


d 4J 




0 


U ' 




0 • 








< 










4; 


e-t « 


CI ■ 


C J 


C3 > 




0 


3 


£-1 « 


01 


fri 


4} • 


CJ -1 




0 


iJ • 


0 ^ 




CJ 


3 


CJ 3 


cn 


H 




4J 




a J 




on 


CJ 


.3 


CJ u 






4) 


CJ 4J 


a 










41 


CJ w 






C 49 


u 


<< 


cn 




\0 est 

tn ^ 

I I 



45 



50 



55 



5* 



* 

EP 0 338 395 A2 



10 



20 



25 



30 



35 



dQ 




Anspruche 



55 



1. DNA-Sequenzen. kodierend fUt die variablen Antikorper-Regionen Oder Teile davon gemaiS Tabelle 1 
und Tabeile 2. 

2. Monoklonale Antikorper (mAK), dadurch gekennzeichnet, dafl die variabien Reglonen die AminosSu- 
resequenzen von Tab. 1 und Tab. 2 oder Teile davon enthatten, einscliliefllicli der Allele und Mutanten. 
soweit diese Allele und Mutanten ReaktivitSt mit OMP I von Pseudomonas aeruginosa besitzen. 

3. nnAK nach Anpruch 2. dadurch gekennzeichnet, dafl die konstanten Regionen oder Teile davon 
murinen Ursprungs sirtd und bevorzugt lgG2a entsprechen. 

4. mAK nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet da/J die konstanten Regionen oder Telle davon 
hunaanen Ursprungs sind. 
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5. Hybridome, die mAK nach Anspruch 2 Oder 3 sezernieren. 

6. Expressionssysteme die mAK nach Ansprucli 4 exprimieren. 

7. Epitop, dadurch gel^ennzeichnet, dafl monoklonale Antikorper nach Anspruch 2, 3 Oder 4 binden. 

8. Verfahren zur Herstellung von Hybridomen nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet. daB ein 
5 SMugetier mit Aufleren Membranproteinen (OMP) von Pseudomonas aeruginosa immunisiert wird, Milzzeiien 

aus einem solchen Tier entnonnmen, mit Myeiomzellen, vorzugsweise NS-l-Zellen fusioniert und die 
resultierenden Hybridome auf Sezemierung von mAK gegen OMP von Pseudomonas aeruginosa selektio- 
niert werden. 

9. Verfahren zur Hersteliung von mAK nach Anspruch 2 oder Anspruch 3. dadurch gekennzeichnet, da/3 
10 die fur die variablen Regionen kodierenden DNA-Sequenzen Oder Teile davon mit fur die konstanten 

Regionen kodierenden AntikSrpersequenzen Oder Teilen davon verknOpft und in einem Expressionssystem 
exprimiert werden. 

10. Verfahren zur Herstellung von mAK nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet. da/3 die fur die 
variablen Regionen nach Anspruch 1 kodierenden DNA-Sequenzen oder Telle davon mit den fur die 

IS konstanten humanen Regionen kodierenden Antikorpersequenzen oder Teilen davon verknupft und in einem 
Expressionssystem exprimiert werden. 

1 1 . Monoklonale Antikorper nach Anspaich 2. 3 oder 4 als Arzneimittel. 

12. Verwendung von mAK nach Anspruch 2, 3 Oder 4 in einem Oiagnostikum. 

13. Verwendung von mAK nach Anspruch 2. 3 Oder 4 als Trager fQr eine pharmazeutischen Wirkstoff. 



PatentansprOche fOr folgende Vertragsstaaten: ES, GR 

1. Verfahren zur Herstellung monoklonaler Antikorper (mAK) dadurch gekennzeichnet, da/3 die fur die 
25 variablen Antikorper-Regionen oder Teile davon gema/3 Tabelle 1 und 2 kodierenden DNA-Sequenzen in 

ein geeignetes Antikorper-GerGst integriert und in geeigneten Expressionssystemen exprimiert werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daQ die konstanten Regionen oder Teile davon 
murinen Ursprungs sind. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet da5 die konstanten Regionen oder Teile davon 
30 humanen Ursprungs sind. 

4. Verfahren zur Herstellung von Diagnostika, dadurch gekennzeichnet da/5 nach Anspruch 1, 2 oder 3 
erzeugte mAK eingesetzt werden. 

5. Verfahren zur Herstellung von Arzneimittetn. dadurch gekennzeichnet, da/3 pharmazeutische Wirkstof- 
fe an einen nach Anspmch 1, 2 oder 3 hergestelltem mAK gebunden werden. 

35 6. Verfahren zur Herstellung von Arzneimitteln, dadurch gekennzeichnet, dai3 nach Anspruch 1. 2 oder 3 
hergestellte mAK mit pharmakologisch Gblichen Zusatzen gemlscht werden. 
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